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PCT No. PCT/IB95/00368 Sec. 371 Date Mar. 4, 
1997 Sec. 102(e) Date Mar. 4, 1997 PCT Filed 
May 17, 1995 PCT Pub. No. W095/33198 PCT 
Pub. Date Dec. 7, 1995The invention relates to a 
process for determing lumnescence with a planar 
dielectric optical sensor platform which consists 
of a transparent substrate to which a thin 
transparent wavegulding layer is applied, which 
sensor platform is provided with a coupling 
grating for the input-coupling of the excitation 
light and the refractive index of the substrate is 
lower than the refractive index of the waveguiding 
layer, by briging a liquid sample as superstrate 
into contact with the layer, and measuring the 
luminescence produced by substances having 
luminescence properties in the sample, or by 
substances having luminescence properties 
immobilized on the layer, optoelectronically. The 
invention also relates to the use of the process in 
quantitative affinity sensing and to the use 
thereof for the quantitative determination of 
luminescent constituents in optically turbid 
solutions, and to sensor platform for canying out 
the process. 
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Verfahren zur Detektion evaneszent anaereoter Lumineszenz 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung einer mit einer planaren. dielektrischen 
opUschen Sensorplattform auf der Basis eines Weileniefters evaneszent angeregten Lumi- 
neszenz. Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Verfahrens in der quantltativen 
Affinitatssensorik sowie die Verwendung zur selekUven quantitativen Bestimmung lumlnes- 
zlerender Bestandteile in optlsch triiben Losungen. Weiterhin betrifft die Erfindung eine 
Sensorplattform, die zur DurchfOhmng des Verfahrens geeignet isL 

Bel Uchtausbreitung In einem vSTellenieiter ist die Llchtwelle nicht vollstandig auf den elgent- 
lichen Wellenleiter beschrankt, vielmehr breilet sich ein Tell der Welle Im angrenzenden. 
optlsch dQnneren Medium aus. Dieser Anteil wird als evaneszentes Feld bezeichnet und ist 
die Grundlage fur die Vielzahl der Anwendungen von optischen Wellenleitem in der Senso- 
Ilk. 

Insbesondere Ist es mogllch, mit dem evaneszenten Feld im optisch dunneren Medium loj- 
mineszenzslrahlung anzuregen. DIese Anregung ist dabel auf die unmlttelbare Umgebung 
zur Grenzfiache des Wellenleiters beschr§nkt. Daher Ist diese evaneszente Ijjmineszenz- 
anregung fur analytlsche Anwendungen von groBem Interesse. 

Ein planarer Sensor besteht im elnMston Fail aus einem Drelschichtsystem: Substrat, 
welienleitende Schlcht und Superstrata das die zu untErsuchende Probe im allgemeinen 
darstellL SpKiell fOr dOnne Wellenleiter mit einer Dteke der wellenleftenden Schlcht 
Kleiner ab die Lichtwelleniange Ist die Anzahl der ausbreitungsiahigen streubaren 
Moden des Uchtfeldes auf wenige diskrete WeOenleiter-Moden begrenzL 

FOr dteke Wellenteiter kann eine V^eizahl von Moden gef&hrt warden, in diesem Fall ent^it 
oft die Nolwendlgkeit eines Si^trats. z.B. fDr Dkken Im Bertich einiger 1/10 mm und 
grUter. 

Verfahren zum Nachweis evaneszent angeregter lojmineszenzstrahlung nach dem Stand 
der Technik konnen unterschleden werden nach der Auswahl der Strahlungsanteile. die 
nachgewiesen werden: 
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• Nachweis der .Volumenlumlneszenz": Bn Anteil der von der gefuhrten Welle angeregten 
Ruoreszenzstrahlung wird in den vdlen Raumwtnkel emittierti dieser kann Ober elne Op- 
tlk erfaSt und einem Detektlonssystem zugeleitet warden. 

• Nachweis der „evaneszenten Lumfneszenz": Komplementar zu der in den Raum emltller- 
ten Lumineszenzstrahlung wird diese teilweise wieder als gefuhrte Welle in den Wellen- 
lelter eingekoppelU dort transportiert und Ober die Endfl&che des Wellenleiters ausge* 
koppelL. 

Verfahren und Apparate zur Bestimmung der evaneszent angeregten Lumineszenz von mit 
Lumineszenzfarbstoffen maikierten Antlkorpem Oder Antigenen sind bekannt und zum Bei- 
spiel In der US*A-4 582 809 beschrieben. Die dort beanspruchte Anordnung venAfendet e&ie 
Faseropflk und SSmflfichehkopptung zur evaneszenten Lumineszenzanregung. Seiche 
Faseropfiken haben typischerwdse einen Durchmesser von bis zu einem MOfimeter und 
teKen elne VIelrahl von Moden, wenn Laserffcht in sie ^ngekoppelt wird. Die evaneszent 
angeregte Lumineszenz kann in einfacher Weise nur durch den in die Faser rQckgelcoppel- 
ten Anteil gemessen werden. Die reiativ groOen Abmessungen der Vorrichtung und die Tat- 
sache, daft vergieichsweise grofte Probenvolumina bendtigt werden, sind weitere Nachteile. 
Die Anordnung I3&t sidi kaum wesentiich weiter verldeinem Oder gar zu integrierten 
optlsdien Sensors miniaturisieren. Bne ErhOhung der Empfindliciikeit ist Im ailgemeinen 
mit einer VergrCfiemng der Anordnung verbunden. 

Bin weiterer Nachteil ist die durch die Stimflachenauskopplung limitierte Empfindlichkeil: da 
Anregungs- und Lumineszenziicht coiinear laufen und durch Strahtteiier und Fitter (z.B. 

Kanten - oder Bandpaflfilter) separiert werden mussen, begrenzt die Diskriminieoingscha- 
fakteristik der Filtereinhelt die Nachweisempfindllchkeit 

Die Verwendung dicker, pianarer Multimode-Weilenl^ter ist in D. Christ^sen, D. Deyer, D. 
Fowers, J. Herron^Analysis of Excitation and Collection Geometries for Planar, Waveguide 
Immunosensors", SPIE 1886, 2 (1993) (Rber C^tic Sensors In Medical DiagnosBcs), be- 
schrieben. Hier wird die Anregungsstrahlung Ober die SOmfiache in den Wellenl^r eingekc^palt 
detekUert wind die rn den Raumwinkei emfttferte Lijunineszanzstrahlung. Aitemativ kann auch eine 
Strinflachen-Auskoppiung veivrendet werden. Im letzteren Fall ist analog zu den oben be- 
schriebenen Anordnungen die Umitierung der Empfindiichkeit durch die notwendigen 
Strahlteiler und Filter von Nachteil- Welterhln sind auch hier die groBen Sensorabmessun- 
gen und damit verbundenen groBen Probenvolumina nachteitig. 
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Auf der Basis dOnner, planarer, vorzugsweise Monomode-Wellenletter ist in der WO 90/06503 ein 
Ver^ihren zur Anregung der Lumlnesnnz Qber interne Totalreflexionsfluoreszenz (TIRF total 
intBmal reflection fluorescence) angegeben. Der Wellenieiter wird in diesem Verfehren zur Er- 
liOhung der Uchtfeldstarke an der SensoroJdefflflche venvendet, die Anregungsstrahlung wird von 
der Unterseite eingestrahlt und am Sensor totalreflektlerL Nachgewlesen yAt6 die In den 
Raumwinlcei at)gestrahtte Volumenlumineszenz. Bei diesem Verfaliren ist die Wechselwir- 
l<ungszone zwischen Anregungsstrahlung und lumineszenzfghigen IMotekuten auf dem 
Sensor t>egrenzt» da eine Anregung nur im Berelch des Strahldurchmessers stattfindet. Die 
Ofmensionieoing des Sensors ist cteher nur begrenzt Dber den Stralildurchmesser w§hlbar» 
mtt Bnscliranlaingen in Durchmesser und Divergenz durcln den sehr eng begrenzten Reso- 
nar^zwinkei. 

Der Bnsatz von einem Oder mehreren Koppelgittem zum Ein- und/oder Auskoppein ge- 
fDhrter WeUen nach dem Stand der Techrnk ist in K. Tiefenthaler und W. lukosz, ''Sensitivity of 
grating couplers as integrated-optical chemical sensors^, J. Opt. Am. 86, 209 (1989), 
W. Lxikosz, Ph.M. Nellen, Ch. Stamm, P. Weiss. "Output Grating Couplers on Planar Wa- 
veguides as Integrated. Optical Chemical Sensoi^". Sensors and Actuators B1, 585 (1990). 
und in T. Tamir, S.T. Peng, „Analysls and Design of Grating Couplers", AppL Phys. 14. 235- 
254 (1977). beschrieben. Die in Tiefenthaler et al. beschriebenen Verfah- 
ren sind fur die Affinitats-Sensorik bei Verwendung der direkten Nachweismethode (uber 
die Brechzahlandemng) nutzlich: es wird die Verschlebung der Koppelwinkelresonanz be- 
stjmmt, die aufgmnd der Brechzahlandenjng durch Adsorption Oder Bindung von Molekulen 
bedingt ist. 

Es sind verschiedene Versuche untemommen worden, die Empfindlkrhkeit evaneszent an- 
geregter Uimlneszenz zu stelgem und integrierte optische Sensoren herzusteilen. So winj 
zum Beispiei in Biosensors & Bioelectronics 6 (1991), 595-607 Ober planare mono- Oder 
nieder*modaie Weilenl^ter tierichtet, die in einem zweistufigen lonenaustauschverfahren 
hergestellt werden, und bei denen die Einkopplung der AnregungsweJie mit Prismen erfolgt 
Ais Affinnatssystem wird humanes Immunogtobulin G / fluoresceinmarkiertes Protein A ver- 
wendet. wobei der Antikdrper auf dem Wellenieiter immobiitsiert und das nachzuweisende 
fiuoresceinmarkierte Protein A in Phosphatpuffer einem Film aus Polyvinylalkohol zugesetzt 
wird, mIt dem die l\4essregion des Welienleiters uberzogen wird. 
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Ein wesentlicher Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, daB nur geringe Brechzahlunter- 
schiede zwischen wellenleitender Schlcht und Substratsdifcht errelchbar sind, was eine 
verhaitnismSssig geringe Empflncflichkeit zur Folge hat. 

Die Empfindlichkeit wird mit 20 nM an Ptoteln A gebundenem Fluoresceinisothiocyanat an- 
gegeben. Dm geringste Spuren bestimmen zu konnen, 1st dies noch unbefriedigend und 
daher eine weltere Steigerung der Empfindlichkeit notwendlg. DarOberhlnaus erscheint die 
ReproduaertsaTlceft und praktlsche DurchfDhrbariwIt der Elnkopplung der Anregungswelle 
dureh Prismen aufgrond der grossen AbhSnglgkelt der ElnkoppetefRzienz von QualitU und 
GrOsse der KontaktfjSche zvrisdien Prisma und Wdlenleiter schwieiig. 

Die Venvendung von GIttem fOr die Lumineszenzdetektlon welche den Oberbegrlff unseres 
Ansprodw bikten, let In der US-Ar5 081 012 beschrieben. Es werden GttterstnjWuren zur Ein- 
kopplung der Anregungsstrahtung In einen Weilenlelter, sowie spezlelle Refelexlonsgltter, 
die etn mehrfaches Durchlaufen der Anregungswelle durch den Weilenlelter ermfiglichen, 
offenbarL Auf diese Weise soil eine erh&hte Empfindlichkeit errticht werden. Nachgewie- 
sen wird die In den Raumwinkel abgestriahlte Voiumenlumineszenz. DarQberhfnaus kann 
die nach zweifachem Durchlauf vom Bnkoppelgitter wieder ausgekoppelte Anregungsstrah- 
lung als Referenzslgnal verwendet werden. Nachteiltg bei dlesem Verfahren ist die starke 
ErtiOhung der Untergmndstrahlungsintensitat durch das Reflexk^nsgitter, die mit dem Lumi- 
neszenzsignai in den Raumwinkel abgestrahit winJ. Damit begrenzsn die Charakteristiken der 
notwendlgen Filter wiedenjm die IMachweisempfindikMceit. 

Aufgabe der Erfindung ist, ein Verfahren zur Bestlmmung einer Lumlneszenz mit einem 
planaren optischen Wellenieiter bereitzuslellen. das elnfach und wirtschaftlich durchfuhrbar 
ist, und fur das Insbesondere nur klelne Probenvoiumina erforderlich sind. Eine weltere 
Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung einer miniaturisiefbaren Sensorpiattfonn auf 
der Basis eines planaren optischen Wellenleiters fOr die DurchfOhrung des Verfahrens. 

Diese Aufgabe wird gel6st mit einem Verfahren zur Bestlmmung einer Lumlneszenz mit ei- 
ner pteinarBn, dieiekfrlschen optischen Sensoiplattfbmi, die aus eineni transparenten Substrat 
(a) besteht, auf das eine dOnne, transparente weHenldtende Schteht (b) au^gebracht ist, wobei 
die Sensorplattfbnn mit einem Koppelgitlsr zur Einkopplung der Anregungsstrahlung versehen 
ist und die Brechzahi des Substrats (a) kieiner ist als die 

Brechzahl der wellenteitenden Schlcht (b). bei dem ^ne flOssige Probe ais Superstrat mit 
der Schicht (b) in Kontakt gebracht wird, und die von lumineszenzf&higen Stoffen in der 
Probe Oder von auf der Schicht (b) Immobilisierten lumlneszenzfahigen Stoffen erzeugte 
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Lumineszenz optoelektronisdi gemessen wird, wobei man die Anregungsstrahlung mit dem 
Kbppelgitter in den planaren WBtlenletter eintoppelt und dto wallenleBende Schicht durch- 
laufen Httt wodurch die lumheszenzfih^en Siofta ton evaneszenten FeU der welonieiten- 
den Schicht zur Lumineszenz angeregt weiden, wobej man eine weilenleitende Schicht 
venwendet deren Dkkm ideiner ist als die WbOenHnge X. der Anregungsstrahluno und dte 
aus einem Material t)esteht dessen Brecteahl bei der Wellenlfinge der Anregungsstrahlung 
^ 1»8 Ist, und wobei man die in die wellenleitende Schicht (b) zurQckgekoppelte 
Lumlneszenzstrahlung mit etnem von dem ersten KoppelgHter r&jmlich getrennten zweilen 
Koppelgttter aus der wellenlaitenden Schicht wieder austoppelt und nachweist. daduich 
gekennzeichnet, da& die ModulationsUefe der Gitter 3 bis 60 nm betrigt 

Bevorzugte Venmndungen des Verfahrens sind Gegenstand der Anspruche 19 bis 22. Ei* 
ne Sensorplattfbrm und deren bevorzugte Ausfuhrungsformen, die zur Durchfuhrung des 
erfmdungsgemillen Verfahrens besonders geeignet ist, beschreiben die Anspruche 23 bis 
36. Bevoizugte AusfDhningsfbmien des Verfahrens sind Gegenstflnde der AnsprQche 2 bis 
18. 

Gem&B der Erfindung wird die Anregungisslrahlung mittels eines Koppelgitters in den Wei- 
lenleiter eingekoppelt und breitet s!ch in der wellenieitenden Schicht als gefOhrte Wetie aus. 
Fur die effiziente evaneszente Anregung der ijjmineszenz icann uber die Wahl der Wellen- 
leiter-Parameter (Brechzahl, Schk:htdicke) eIne hohe Feidst^rke an Oder nahe der Sensor- 
oberfiftche erzielt werden. 

Oberraschend hat sich gezeigt, daB fur die nachfolgend iDeschriebene Dimenstonierung des 
Wellenlelters ein wesentlrcher Anteii der 1-umineszenstrahlung evaneszent in den Wellenlei- 
ter zuruckgekoppelt wird und vom Wellenleiter zusammen mit der Anregungswelle trans- 
portiert wird. Somit kanh die Lumineszer^zstrahlung uber ein zweites, vom ersten 
r&umlich separiertes Koppeigltter aus dem Wellenleiter ausgekoppelt und dem Detektions* 
system zugefuhrt werden. Der Vorteil diesersog. .GItterdetektlon evaneszenter Lumines- 
zenz" gegenuber der ..Volumendetektion" nach dem Stand der Technik besteht in der ver- 
elnfachten MIniaturisierbarkeit der Sensorplattform und des zugehorigen Detektionssy- 
stems. 

Die Dimenstonierung planarer Wellenleiter fur eine mfiglichst effi^ente Lumineszenzanre- 
gung ist auf der Basis der Theorie planarer Wellenleiter mSglich. Folgende Gr6Ben sind da- , 
zu heranzuziehen (W. Lukosz, .Principles and sensitivities of integrated optical and surface 
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plasmon sensors for direct affinity sensing and Immunosensing^ Biosensors & Bioelectro- 
nics 6, 215-255 (1991), D.G. Hall, ^OpticaJ waveguide diffraction graflngs: coupling between 
guided modes", in Progress in Optics XXIX. Ed. E. Wolf, Bsevier, New York (1991)): 

Die Eindringtiefe des evaneszenten Feides eines planaren Wellenleiters in das Superstrat 
ist gegeben durch 



fur die effelctive Modenbrechzahl N^n , die Superstratbrechzahl nsiip« und fur die Arbeits- 
wellenlgnge X. Dabei bezeichnet z die Koordinate senkrecht zur Wellenleiter-Oberfiadie, x 
Ist die Koordinate der Weilertlelter-Ausbreitung. Unter Berucksichtigung des Normiemngs- 
faktors f fur die Feldstarke an der Weller4eiter*0berfiache 



mit Brechzatil des Wellenleiters nu^n und des Substrates ergibt sich ein 
Intensitatsvertauf Ie des evaneszenten Feides oberhalb des Wetlenieiters proportional zu: 



E^eser IntensitStsveriauf der anregenden evaneszenten Felder senkrecht zur Wellenleiter- 
Oberflache gibt die wesentliclie Skalierungsgr&Be fOr die Dimensionierung der Wellenleiter- 
Schichtdicke und -brecfizahl vor. Fur analytische Anwendungen zum Nachweis tumineszie- 
render Molekule nahe d^ Wellenleiterschicht ist bei der Weltenlelterdirhensionlerung der 
Abstand des Molekuls von der Wellenleiteroberfigche zu berOcksichtigen. 

Fur die Lumineszenzdetektion wurde nun gefunden, daB fur dunne, hochbrechende planare 
Weilenieiter die evaneszente Wiedereinkopplung der Lumtneszenz ein effizientes Verfah- 
ren ist. Dabei wirkt sich die Wahl von Wellenleiterschichtdicke und -brechzahl sowohl auf 
die (berechenbare) Anregungseffizienz als auch auf die evaneszente Wiedereinkopplung 
aus. Bei Letzterer konkurrieren die Einkopplung der Strahlungsanteile von gebundenen 
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MolekOlen nahe der Wellenleiter-Obertiache und die Elnkopplung von ungebundenen Mole- 
kOien aus dem Probenvolumen. 

Fur einen effizienten Nachweis lumineszenzfahlger MolekOle nahe der Wellenlelteroberfia- 
che nach dem erfindungsgemafien Verfahren witfde gefunden, daft die Wellenletter- 
Parameter in fdgendem Bereteh iiegen mOssen: 

• Brechzahl nnm ^ 1 .8 b^ der Anregungsweileniange X, 

• Schichtdcke bmi i AnregungsweilenlSnge X, bevorzugt tiom^ 1/2. 

Besonders bevorzugt betrSgt die Oicke der wellenleitenden Schlcht 40 bis 160 nm. 

Die Moduteitionsttefe der Gitter betrSgt gieichzeitig 3 bis 60 nm, wobei das Verhaitnis Modula- 
fionstiefe/Schichtdk:ke < 0,5 ist 



Diese Wellenieller konnen auch dadurch charakterisiert werden. daB sie typischenweise nur 
6\e Ausbreitung von Weilenleiter^Moden mit niedriger Ordnung m £ 3 zuiassen. 

Die evaneszent In den Wellenleiter wiedereingekoppelte Lumineszenz wird In diesem 
transportiert, kennzeichnend dafur Isl die DSmpfungskonstante r der gefOhrten Welle. Hier 
kann be! geringer Stokes Verschiebung von gleidien Dampfungswerten fur die Anregungs- 
und Lumlneszenzstrahlung ausgegangen werden (mogliche Ursachen der Wellenleiter- 
damplung sind Streuvertuste an den Grenzflachen des Wellenleiters sowie Absorption in 
der Wellenleiterschicht bzw. m Substrat oder Superslrat. Sowohl fQr 
Streuung als auch fOr Absorption Ist keine signifikante Anderung der DSmpfung durch den 
Stokes - Shift von typisch 10 - 50 nm zu enwarten, wenn kelne ausgepragten schmalen Ab- 
sorptionsbanden vortiegen. Solche spektrai schmalbandigen Absorptionseffekte sind bei 
der Materiaiauswahl fQr die Sensorplattform zu vermeiden ) * 

Diese im Wellenleiter transportierte Lumineszenz-Strahlung ist nun auszukoppein und dem 
Detektionsystem zuzufuhren. Eine Stimfldchen-Auskopptung ist nicht zweckmdBig: einer- 
selts erfordert sie eine hohe Qualitdt der Weilenlelter-Kanten und ggf. die Kontaktierung der 



Detektionsoptik uber eine Flussig- Oder Gelimmersion» andererseite wird dadurch die Inte- 
gration der Sensorelemente zusammen mit der FlOsslgkeilszelle behindert. 

Bel Verwendung eines zweiten, vom Koppelgitter fur die Einkopplung der Anregungsstrah- 
kmg raimilich getrenrrten zweiten Koppelgitters zur Auskopplung der Lumineszenzstiahlung kann 
das Stimfl&chenproblem voilst&ndig venmieden werden. Weiterhin erglbt sich der Vorteil, 
daB der Gitterabstand A In x-Rk^tung (d.h. in Rlchtung der gefOhrten Welle) frel waiilbar 
1st Damit ist die Mdgitclikeit gegeben, den Abstand A jeweils optimal an die DSmpfungsver- 
haitnisse fur die jeweilige Welleniange anzupassen, ohne daB es erforderllch ist. die Au- 
BenatHTiessungen von Sensor und FIQssigkeitszelle zu verandem. DarOberhinaus ist es 
vorteilhaft, daB die AuBenkanten des Sensorelementes keinen optischen Qu^ltatsanforde- 
mngen genugen mussen, so daB ihre AusfGhrungsform an die Fluidzelle - speziell an die 
AusfQhrungsfbrm der venivendeten DIcMung - angepa&t werdeh kann. 

Als optimaler Wert fur den Gitterabstand B hat sich B^xy^ enwiesen, mil einer Variations- 
mSglichkeit im Bereich B « (0.2 - 3)* Xi/e (xy.: 1/e-U^ge fur den Intensltatsabfall der gefOhr- 
ten Anregungswelle in x-Richtung). 
(Umrechnung r [dB/cm] Xi/^ [1/mm] :xiM=100/(ln10T) }. 

Fur groBere Abstande werden sowohl Anregungslicht als auch gefuhrtes Lumineszenzlicht 
stark gedSmpft und fuhren zu einer slarken Signal reduziemng. Die Begrenzung nach unten 
ist nicht primar durch Anregung und WIedereinkopplung gegeben, als vielmehr durch die 
damit verbundenen Anfordenjngen an die Positlonieaing der beiden Gitter und des An- 
regungsstrahis auf dem EinkoppeJgllter. Hiersind Abstande unter 100pm unzweckmafllg, 
auch im HInblIck auf die unten beschriebene Dimensloniemng von Breite des Einkoppelgit- 
ters und Strahldurchmesser der Anregungsstrahlung auf der Kante des Einkoppelgitters. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand der Figuren ngher eri&utert 

Es zelgen: 

Figur 1: in einer schemab'schen Darstellung in Seitenansicfit eine optische Sensorplattform. 
die zur Durchfuhrung des erfindungsgerngBen Verf sirens besonders geeignet ist 
mit einem mdglichen Strahiveriauf; 

Figur 2: in Draufsichl die Sensorplattform aus Figur 1 . 
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In Fig. 1 ist die Sensorplattfbrm mit 1 bezeichnet, das KoppeigltterfDr die Ebtoppking der Anre- 
gungsstrahlung mit dem Bezugszeictfien 2, das fQr die Auskopplung der Lumineszenzstrah- 
lung mit dem Bezugszelchen 3. 4 ist die wellenleitende Schidit, 5 bezeichnet das Substrat 
(TrSgermaterial). 

Man erl<ennt in Rg. 1 einen moglictien SlraWengang be! der Ein- und Auslcopplung von An- 
regungs- und Lumineszenzstrahlung in die bzw. aus der Sensorplattform. Durch das Kop- 
pelgitter 2 in der Sensor^ene wird eine gefOhrte Welle mit Ausbreitung In x-Richtung an- 
geregt, wenn die Resonanzbedingung fQr die x-Komponenten der Wellenvektoren erfullt ist: 

*ifi = * '"*^e = ± • 9*"^^® '®z?>roker Gitlen/elctor 

2)^ * =:k^*N^: WeUenvelctor gefOhrte Welle mit 

effekUver Modenbrechzahl Naf|. 



In Fig. 1 ist fur die Etnkopplung mit 

krtr^ko'cosd (ko: Betrag WellenvektorinZelchnungsebene) 
ein negativer Winkel ^ gezeigt. so daB die gefuhrte Welle Jn Gegenriclitung" zur Anregung 
lauft (sog. .backward coupling"). Fur die Auskopplung der Anregungswefle (mil k^) und der 
Lumineszenzstrahlung (mit k'aw) sind positive Winkel gewShlt 

Ourcii eine solche Ein> und Auskoppelkoniigu ration mit deutlich verscliiedenen Richtungen 
fOr reflektiertes einfallendes Ucht und ausgekoppeltes Ucht wind eJn hohes MaB an Unter- 
grundfrelheit erzlelt Die raumllche Trennung der verschiedenen Strahlungsanleile sichert 
ein optimales Verh&ltnis von Nutz- zu Stdfslgnal bei der Lumlneszenzdetektion: ausgekop- 
p^te Anregungs- und Lumineszenzstrahlung laufen ntahl in einem gemelnsamen Strahlen- 
gang, so daB Rlter (In der Fig. 1 nicht gezeigt. Kanten- oder BandpaBfilter) nur zur Unter- 
druckung von Streullclil, nicht aber der vollen Intensitat der ausgekoppelten Anregungs- 
strahlung dienen. 

Ein weiterer Vorteii bei Venwendung eines Auskoppelgitters besteht darln, daB verschlede- 
ne spektrale Komponenten der Lumineszenzstrahlung in unterschiedliche Richtungen aus- 
gekoppelt werden. Dadurch kdnnen mit diesem Verf^ren auch MolekOle in schwrach lumi- 
neszierenden Probenmedien soger ohne zusStzliche Rlter nachgewiesen werden, wenn die 
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Lumineszenz von nachzuweisenden MoIekQIen und des Probenmediums spektreri verschie- 
dM ist 

Die Bnstellung der Winkel fOr Ein- und Auskopplung Ist Qber die Wahl der Gitterkonstanten 
Ai und Aa mSglich, Fur den in Fig. 1 gezeigten, bevorzugten Fall mrt einer Richtungs- 
Separation zwischen Ein- und Auskopplung mussen die Gitterkonstanten deutiich unter- , 
schiedlich gewShIt warden. 

Mamativ kSnnen zur Vereinfiachung der Hwsteilung des Sensors gleiche Gitterkonstanten fOr die 
Gitter 2 und 3 verwendet warden. Dtes kann fOr eine mflglidist kostangOnstiga SensortierstaHung 
wichtig sein, da be! Venivendung holograftscherStrukturierung zur Gitterlierstellung mehrere 
ProzeBschritte mtfallen. Bel VeoA^endung glelcherGIttericonstanten Ist die raumliche Rich- 
tungstrennung von ausgekoppelter Anregungs- und Lumlneszenzstrahlung immer noch ge- 
geben. Nur die sichere RIchtungsseparation der reflekOerten Elnkoppiungsstrahiung entf§llt. 
sodaG zusdtztlche MaBnahmen zur Refiex-Abblendung nolwendig sind, vAe z.B, das Ein- 
bringen von Bienden Oder Lichtfallen. 

Die Koppelwinkei konnen durch die Wahl der Gitterkonstanten vorteilhaft in den Berefch 
von I ia I «1 bis 50^ (fur den Betrag des WInkels) gelegt warden. Kleinere Werte sollten we- 
gen der Bragg-Reflexion vermieden werden. da sons! schon bei geringen Toleranzen der 
Justierung oder der Ebenheit des Sensors diese Reflexion eintritt, verbunden mit dem Aus- 
bleiben der Ein- oder Auskopplung. GrdBere Winkel bis nahe 90'' sind zwar mogtich, fur ei- 
ne zweckmaGige Realisierung des Strahlengangs soilten jedoch Winkel weit auBerhalb der 
Sensornormaien vermieden werden. 

Die Dimensloniemng der Glttertiefe kann nach dem Stand der Technik erfolgen (T. Tamir, 
SJ- Peng, "Analysis and Design of Grating Couplers", Appi. Phys. 14,235-254 (1979); T. 
Tamir, 3eam and waveguide couplers**, in Jntegrated Cities", Ed. T. Tamir, Springer, Ber- 
lin (1979)). Als Merkmal vArd hier der sog. „ljeckparametei" a herangezogen: a beschreibt 
den 1/e-Abfall der Intensitat einer gefOhrten Welle in ein^ Wellenleiter, dessen Grenzfla- 
che mit einem Koppelgitter der Tiefe tenter versehen isL Somit 1st 1/a die charakteristische 
Lfinge fOr die Obertragung der Strahlungsenergie aus der gefuhrten in eine sich frel aus- 
breitende Welle bzw. umgekehrt. 

Wichtig fur die Wahl der Tiefe des Einkoppelgitters ist rticht primar der absolute Wert des 
Leckparameters, sondem die Anpassung von Ledcparameter und der Strahlparameter des 
auftreffenden Uchts (Strahldurchmesser und Divergenz). Zur optimalen Einkopplung eines 
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Laserstrahis mil gauBformtgem Strahlprofil (GauSparameter wo) uber ein r§umlich begrenz- 
tes Gitter mQssen folgende Bedingungen fur Leckparameter, Strahldurchmesser und Posi- 
Sonlerung des Strahls bzgL der Gitterkante berQcksichtigt werden: 

• a*Wo = 1.36, 

• x^Wo=0.733. 

Die GfdBe Xe beschreibt die VerscNebung der Mitte des Uchtflecks gegen die Position der 
Gitterkante, diese Verschiebung hat von der Kante weg auf den strukturierten Bereich zu 
erfoloen. 

Bef Einhaltung dieser Bedingung kSnnen Elnkoppeteffizienzen von bi$ zu mehr ais 80% 
erreKht werden. 

Eine analoge Ubertegung fOr die Auskopplung fuhrt zu dem Ergebnis, daB auch hier eine 
hohe Koppeleffizienz von 80% und mehr erreicht werden kann. Voraussetzung ist, daB die 
iaterale Ausdehnung des Gitters in x-Richtung deutllch gr&Ber tst ais der Leckparameter. 
Das intensitatsproiil des ausgekoppeiten frei propagierenden Lichtstahls 1st jedoch La. 
asymmetrisch, wegen der Dampfung der gefuhrten Welte durch das Gitter. 



Bel der Festlegung des Leckparameters fur die Einkopplung sind die Aspekte 
• Posilionierung des Strahlflecks bzgl. der Gitterkante und 
« Miruaturisierung des Sensorelementes 
zu benjcksichtigen. 

Klelne Leckparameter (a«1/mm) und entsprechend groBe Strahldurchmesser (wo»1mm) 
vereinfachen zwar die Positionierung, allerdings wird be! Gitterbreiten A deutiich uber 
A-3mm die i\/1iniaturisierbarkeit des Sensors deutiich eingeschrankt. Fur eine volistandige 
Kopplung sollte die GItterbreite A > 3'wo seln. Hier haben zudem InhomogenitMen des Git* 
ters und des Wellenleiters negativen EinfiuB auf die Koppeieffizienz. 
GroBe Leckparameter (a>1Q/mm) mitStrahldurchmessem Wo<10' pm erlauben zwarsehr 
kl^ne Gitterdimensionen, alierdings auch eine Positior^emngs-Genauigkeit «100pm. 
Weiterhin wird die Koppelefnidenz in diesem Fall dadurch begrenzt daB die Strahldivergenz 
la. deutllch uber dem Winkelberek^h der Koppelresonanz liegt. 
Wir haben gefunden, daB der Bereich von Ledcparametern oe?={0.2 - 5)/1mm einen guten 
KompromiB zwischen Justierungs-Anforderungen, Positionienings-Toleranzen und Miniatu- 
risierung darsteltt. Diesem Bereich enlsprlcht typischenAfelse IQr die oben beschriebenen Welienletter- 
Sdiichtdicken ein Bereich von tomer^B - 60nm, besonders von 3 - 40nm fur die Gittertiefe bei 
Venvendung einer sinusformigen Modulation an der Qrenzflache Substrat-Wellenleiter, Da 
der Leckparameter stark von der Profilfonm des Gitters abhangt, ist nicht die geometrlsche 
Tiefe, sondern der Leckparameter die wichtige GroBe fur die Sensorfunktion. 



Das Substrat der Sensorplattfbnm mu& bel der Anr^ungs- und Emissionswelleniange 
transpamnt wla Ais Substrat kOnnen auch Kun$t$toffe v»wendet warden, wie sis zum Bei- 
spiel in der EP-A-0 533 074 beschrieben sind. 

Das Substrat kann beispielsweise auch aus einem Verbundsystem ai^ vers(^iedenen 
Materialien, z*B. Schtehtsystem auf Tragerplatte Oder d^.. b^tehen. In diesem Faii 
muQ lediglich die Brechzahl des direkt an die wellenleitende Schicht angrenzenden Materi- 
als kleiner sein als die Brechzahl der wellenleitenden Schicht* 

Eine kostengunstige Herstellung der Sensorplattform ist besonders dann m5glich, wenn mi- 
krostrukturierte Polymere ats Substrat fOr die Wellenlelterbeschtehtung ven^rendet werden 
kbnnen. In diesem Fall kann die NachweisenipfindBchtelt durch die Anregung der Substrat- 
Bgenhjmineszenz begrenzt weiden. Anregung dieser Elgenlumfneszenz und evaneszente 
WIedereinkopplung erfolgen an der Grenzfiache WeOenleiler-SubstFat in ahnlteher Weise 
wie die oben beschriebenen Mechanismen an der Grenzfiache. Welienlelter/SuperstFaL 
Diese Substrat-Lumlneszenz kann durch eine niedrigbrachende (d. h. mit einer Brechzahl. 
die kleiner ist Oder gleidi der des Wellenleiters), nicht luniinesaerende Zwischenschteht 
vennieden werden, die vor der WeilOTleiter-Besdilchtung auf das Substrat au^ebracht 
wird. Als Zwischenschidit-Material eignet sich besonders Si02 Oder eine im wesentlichen 
aus SIO2 bestehende Schk;ht der Zusammensetzung SiOxl^yC^, in die noch gerfnge Reste 
von Kohlenwasserstoffen eingebaut sind. Die Dkdce dieser 

Zwischenschicht ist so zu wahlen, daB die vom evaneszenten Feld der gefuhrten Welle auf 
der Tragermaterialseite transportierte Energie innerhalb der Zwischenschicht lokalislert ist. 
Diese Bedingung ist In der Praxis erfOllt. wenn tbuoer uber dem sechsfachen Wert der Ein- 
dringtiefe des evaneszenten Feldes llegt. Fur ein optimales Signal-Rausch-Verhaitnis 
bei der evaneszenten Lumineszendetektion kann ein funffacher Wert sinnvoli sein. 
Diese Bedingung ist sicher erfDIlt ^ti^^^ ^ 2000 nm. 

Ein weiterer Vorteil der VenA^endung einer Zwischenschicht kann auch eine Vermlndemng 
der Oberflachenrauhlgkeit des Substrats sein. Dadurch wird die Weilenteiterdamp- 
fung r reduziert, mit positiven Auswirkungen auf das Signal - Rausch • Verhaitnis bel der 
evaneszenten Lumineszenzdetektion. 
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ZurLumineszenzanregung kommt nur weitgehend paralleles Lichl In Frage. Unter weltge- 
hend parallel ist Im Rahmen dleser Erflndung eine Divergenz von weniger a(s 5" zu verste- 
hen. Das heisst, das Licht kann schwach divergent Oder schwach kwivergent seln. GrSRere 
DIveigenzen erieichtem zwar dte Justlerung der Einkoppelwinkei, reduzieren aber die 
Lumineszenzslgnate, da die Breite der Einkoppelresonanz dann deutlich gerlnger 
ist ais der Dive^enzwinkel und somit nur ein kleiner Ante!) der auftreffend^ Energie fur die 
Lumineszenzanregung zur Verfugung steht. 

Planare. dielektilsche optische Sensorplattfoim bedeut^ im Rahmen dieser Erfindung, dass 
sle In Form eines StreKens, dner Platte, einer njnden Schelbe Oder einer beilebigen ande- 
ren geometilschen Form ausgebildet seln kann, sofem diese mil blossem Auge als planar 
angesehw wrird. Abweichungen von der Planaritit sind unkritlsch, falls In der wetlenlelten- 
den Schlcht eIne gefOhrte Welle ausbreltungsf&hig ist und eIn En- und Auskoppelschema 
anak)g zu dem in Rg. 1 reaTisiert werden kann. Die gew^lte geometrische Form kann sich 
nach dem Aufbau des gesamten Ger§tes rtehten. In das die Sensorptattfonn einge- 
setzllst. Bevoaugtsind Anordnungen, die eine weitgehende MIniaturisienjng zulassen. 

Neben der oben beschrleben Verwendung organlscher, mikrostrukturieiter Substrate 
kennen auch anorganische Substrate wto Giaser oder Quarz vervrandet werden. Dlese 
haben gegenOber Polymeren den Vorteil einer gerlngen Eigenlumlneszenz. Zur kosten- 
gOnstigen Herstellung der Sensorplattfonnen i&t es Jedoch zweckmSf^g, diese Substrate 
mit einer nfedrigbrechenden BeschkiWung zu versehen, in die die Gitterstnjktur fOr die 
Koppetgltter wie In EP-A^ 533 074 beschiieben. eing^racht wird. 

Weitertiln konnen die Koppelgitter auch an der Grenzfiiche Welleni^ter/Superstrat ange- 
ordnet werden. 

Verfahren zur Erzeugung solcher Gitter sind bekannt Vonwiegend werden phototithographi- 
sche Oder holographische Verfahren und Atztediniken fur Ihre Herstellung eingesetzt. wIe 
sle belspielsweise In Chemical, Biochemical and Environmental Fiber Sensors V. Proc. 
SPIE. Vol 2068, 1-13, 1994 beschiieben sind. 

Die Gitterstnjktur kann auf dem Tragermaterial erzeugt und danadi In die wellenleitende 
Schlcht ubertragen werden . in der sich dann die Gitterstnjktur abbfldet. oder das Gitter wird 
In der wellenleitenden Schlcht selbst erzeugt. 
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Die Gitterperiode icann 200 bis 1000 nm betragen, wobei das Gitter vorteifhaft nur eine Pe- 
riodizitat atxfweist, das heisst monodiffrakfiv 1st. 

Unter Probe wird im Rahmen der voitiegmd^ Erflndung die gesamte zu untersuchende 
Losung verstanden, die eine nachzuwelseride Substanz - den Analyt * enthalten kann. Der 
Nachweis kann in einem ein-oder mehrstufigen Assay erfolgen, in dessen Vertauf die Ober- 
fiache der Sensorplattform mH einer Oder mehreren Ldsungen kontakliert wird. Dabel ent* 
h^t mindestens eine der vennrendeten L6sungen einen lumlneszenzfghigen Stoff. der erfin- 
dungsgemSB detektiert werden kann. 

Wenn ein lumineszenzfShiger Stolf bereits an der wellenleitenden Schicht (b) adsorbiert 1st, 
kann die Probe auch frei von lumineszlerenden Bestandteilen sein. Die Probe kann weltere 
Bestandteite enthalten, wie zum Beispiel pH-Puffer, Salze, Sauren, Basen, oberfl&chenak- 
tive Stoffe, viskositatsbeeinflussende Zus§tze Oder Farbstoffe. Insbesondere kann eine 
physfologische Kbchsalzldsung als Ldsungsmittel ven<vendet werden. Wenn der lumines- 
zenzfahige Tell selbst flQssig ist, so kann auf die Zugabe eines Ldsungsmittels verzichtet 
werden. In dlesem Fall kann die Probe bis zu 100% tumineszenzfahigen Anteii enthalten. 

Weiterhin kann die Prcbe ein biologisches Medium, wie zum Beispiel Bgelb, eine Korper- 
flOsslgkeit Oder deren Beslandt^le, in^esondere Bhit, Senim. Plasnna oder Urin enthalten. Dar- 
Qberhinaus kann es sich um Oberfldchenwasserp LOsungen von Extrakten aus naturltohen 
Oder synthetlschen Medien wie Bdden oder Pflanzenteilen, BioprozessbrOhen Oder Synthe- 
sebrOhen handetn. 

Die Probe kann entweder unverdunnt Oder zusatzlich mit einem Ldsungsmittel veiwendet 
werden. 

Als L6sungsmittei kommen Wasser, w§ssrige Puffer* und Proteinldsungen sowie organi- 
sche Lflsungsmlttel in Frage, Als organlsche LSsungsmlttet eignen sich Alkohole, Ketone, 
Ester, und aliphatische Kohlenwasserstoffe. Bevorzugt werden Wasser» wSssrige Puffer 
Oder ein Gemisch von Wasser mit einem damit mischbaren organischen L&sungsmlttel 
venivendeL 
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Die Probe kann aber auch im L5sungsmfttel nicht Iflsliche Bestandtelle enthalten, wie Pig- 
mentteilchen, Dlspergatoren, naturliche und synthetische Oligomere Oder Polymere. Sie 
liegt dann als optisch trube Dispersion oder Emulsion vor. 

Als lumlneszierende Verbindungen konnen Lumlneszenzfarbstoffe mit einer Lumineszenz 
Im Welleniangenberelch von 330 nm bis 1000 nm. wie Rhodamine, FluofBSceinderivate, 
Cumarinderlvate, Distyrylbiphenyle, Stilbenderlvate, Phthalocyanlne. Naphthalogencyanine. 
Polypyridyt- Ruthenfumkomplexe, wie z. B. Tris(2,2'- bipyridyl)ajthenlumchlorid. Tris(1 ,10- 
phenanthfDlin)rutheniumchlorid, Tris(4.7-diphenyl-l,l0- phenanthfDlin)rutheniumchlorid und 
Pdypyridyl-Phenadn- Rutheniumkomplexep Plafin-Porphyrin-Komplexe, wiez. B. Octaethyl- 
Platin-Porphyrin. langleblge Europium- und Terbfumkomplexe oder Cyanin-Farbstoffe ver- 
wendet werden. Besonders geeignet fOr Analysen in Blut oder Serum sind Farbstoffe mit 
Absorpfions- und Emisslonsweilenldngen im Bereich 600 - 900 nm. 

Ganz besonders geeignete lumlneszierende Verbindungen sind Farbstoffe wie belspielsweise 
Fluorescehderivate* die funktioneBe Gruppen enthaKen, mit denen sie kovalent gebunden 
warden k6nnen, wie zum Beispiel HuoresoeinlsothlocyanaL 

Ebenfalls gut geeignet sind die von der Fa. Biotoglcal Detection Systems Inc. im Handel be- 
findlichen funkttonelien Ruoreszenzfarbstoffe, beispielswerse die mono- und bifunklionel/en 
Cy5-5™ Farbstoffe. die zum Beispiel auch in Clinical Cliemistry 40 (9) : 1819-1822, 1994 
beschneben sind. 

Bevorzugte loimineszenz ist die Fluoreszenz, Fur die Anregung venvendet man bevorzugt 
koliarentes Ucht, da sich damit die Resonanzbedingung am EInkoppelgitter mit hoher Effi- 
zienz erfOlien laflt. Die dazu eingesetzten l-aserlichtquellen sind nach den Absorptionswel- 
ienlftngen der lumlneszrerenden oder fluoreszierenden Molekule auszuwahlen. 

Eine besondere Bedeutung kommt dabei l-aserdioden oder Superlumineszenzdioden zu, 
dasolclie Uchtquellen eine starke Minlaturlslerung des der Sensorplattform zugeordneten 
Detektionssytems ermoglichen. 

Die zur Anwendung kommenden Lumlneszenzfarbstoffe konnen auef^ chemisch an Poly- 
mere Oder an einen der BIndungspartner In blochemischen AffinitStssystemen. z. B. AnH- 
korper oder Anlikarperf ragmente, Anligene, Proteine, Peptide. Rezeptoren oder ihre Ugan- 
dan, Hormone Oder Honnonrezeptoren, OligonukieotWe. DNA-Strange und RNA-Strange, 
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DNA- Oder RNA- Analoga, Bindungsproteine wie Protein A und G, Avfdin Oder Btotin, En- 
zyme, Enzymcofaktoren Oder Inhibitoren, Lektlne Oder Kohlenhydrate, gebunden sein. Die 
zuletzt genannte kovalente Lumineszenzmarkierung ist fur reversible Oder irreversible 
(bio)chemische Affinitatsassays die bevorzugte Verwendung. Weiterhln k5nnen aach tumi- 
neszenzmarkierte Steroide, Upide und Chelatoren zum Einsatz kommen. Speziell fur Hy- 
brldtsiemngsassays mit DNA-StrangenoderOligonukleotiden sind auch interkalierende 
Lumineszenzfarbstoffe besonders geetgnet, insbesondere wenn sle - wie verschiedene 
Rutheniumkomplexe - bei der Interfcalatfon eine Lumineszenzverstarkung aufweisen. Wer- 
den diese lumineszenzmarklerten Verbindungen mit ihren auf der Oberftache der Sensor* 
plattform Immobtilslerten Affinitatspartnem In Kontakt gebracht. so iSsst sich ihre BIndung 
lelcht anhand der gemessenen Lumlneszenzintensitat quantltativ bestlmmen. Ebenso Ist ei- 
ne quantitative Bestimmung des Analyten durch Messung der Lumineszenzandemng bei 
Wechselwirkung der Probe mit den Luminophoren mOgllch, z. B. in Form von Lumlneszenz- 
loschung durch Sauerstoff oder von Lumineszenzverstarkung durcli KonformationsSnde- 
rungen von Protefnen, 

Fur die HersteHung der wellenleifenden Schicht kommen zum Beispiel anorganische Mate- 
rialien. insbesondere anorganische Metalloxide wie TiOz, ZnO. NbsOs. TaeOs. Hf02. Oder 
ZWjJnFrage. 

Bevorzugt sind TazOs und T1O2. 

Im erfindungsgemSssen Verfahren kann die Probe sowohl stationar mit der wellenleitenden 
Schicht in Kontakt gebracht werden, als auch kontlnuieriich Ober sie geleitet werden. wobei 
der Kreislauf often Oder geschlossen sein kann. 

Eine speziPische Ausfuhrungsfonn des Verfahrens besteht darin, dass man die zum Nach- 
w^s des Analyten benutzten lumineszenzfahigen Stoffe direkt an der Oberfiache der wel- 
lenleitenden Sc^ucht (b) immobilisiert. Es kann sich dabei zum Beispiel urn einen an ein 
Protein gebundenen Luminophor handein, der auf diese Weise an der Oberfi&che der wel- 
lenleitenden Schicht zur Lumlneszenz angeregt werden kann. Wird en fur das Protein affl- 
ner Partner Ober diese immobillsierte Schicht geleitet, so kann dadurch die Lumlneszenz 
verandert und auf diese Weise die Menge des affinen Partners bestlmmt werden. insbe- 
sondere kdnnen auch belde Partner eines Affinitatskomplexes mit Luminophoren marklert 
$e!n» urn Konzentrationsbestimmungen anhand des Energietran^Ters zwischen den bekten, 
etwa in Fomi von LumineszenzlSsGhung^ vomehmen zu kfinnen. 



Eine andere, bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens fur chemische Oder biochemi- 
sche AffinltStsassays besteht darin, daB man auf der Oberfl&che der Sensorplattform einen 
spezifischen Bindungspartner als chemisches oder biochemisches Erkennungselement fOr 
den Analyten selbst Oder fOr einen der Bindungspartner immobilisiert. Dabei kann es sidi 
um einen ein- oder mehrstufigen Assay handein, in dessen Verlauf in aufeinanderfolgenden 
Schritten eIne Oder mehrere Ldsungen mit spezifischen BIndungspartnem fOr die auf der 
Oberfiache der Sensorplattfomr) ImmoUlisierten Erk^ungselemente gefOhrt werden, wo- 
bei der An^yt In einem der Teilschritte gebunden wird. Der Nachiwefs des Analyten erfolgt 
dabei dunch Bindimg von lumineszenzmartderten Teilnehmem des Affinrtfttsassays. 
Bei den dabei eingesetzten lumineszenzmarklerten Stoffen kann es sich um einen oder 
mehrere beiiebtge Bindungspartner des Affinitatsassays handein, oder auch um einen mIt 
einem Luminophoren versehenen Analogen des Analyten. Voraussetzung tst lediglich. dass 
die Anwesenhelt des Analyten selekdv zu einem Lumineszenzsignal oder selektiv zu einer 
Arxlerung des Lumineszenzsignals fuhrt. 

Die tmmobllisierung der Erkennungselemente kann zum Beispiet durch hydrophobe Ad- 
sorption Oder kovalente Blndung direkt auf der wellenleitenden Schicht oder nach chemi- 
scher Modifikation der Oberfliche, z. B. durch Silanisieaing oder Aufbringung einer Polyme- 
renschlcht, erfolgen. Zusatzllch kann zur Erleichteaing der Immobilisierung der Erken- 
nungselemente direkt auf dem Wellenleiter eine dunne Zwischenschicht als Haftvenmitt- 
lungsschicht z. B, bestehend aus SiOa, aufgebracht werden. Die Dicke dieser Zwischen- 
schtcht sollte 50 nm, vorzugsweise 20 nm, nicht ubersteigen. 

Als Erkennnungselemente kommen zum Beispiel Antikorper fur Antlgene. Bindungsprotelne 
wie Protein A und Q fur Immunoglobuline, Rezeptoren fOr Liganden, OligonuMeotide und 
RNA- Oder DNA-Einzelstrange fur ihre Komplementdrstr&nge, Avidin fur Biotin. Enzyme fur 
Enzymsubstrate, Enzymcofaktoren oderlnhlbitoren, Lektine fOr Kohlehydrate in Frage. 
Weidier der jeweiligen Affinit§tspartner auf der Oberftache der Sensorplattform immobiii- 
siert ^rd, ist abhdngig von der Architektur des Assays. 

Der Assay s^bst kann sowohi ein einstufiger Komplexierungsprozess , beispieisweise ein 
kompetltlver Assay, oder auch ein mehrstufiger Prozess, beisp^elsweise ein Sandwich-As- 
say, sein. 
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Im einfachsten Fall des kompetitiven Assays wird die Probe, welche den Analyten in unbe- 
kannter Konzentration sowfe sine bekannte Menge einer bis auf eine Lumineszenzmarkie- 
rung gleichartigen Verbindung enthalt, mit der Oberfiache der Sensorplattform In Kontakt 
gebracht, wo die lumineszenzmarkierten und unmarkierten Molekule um die Bindungsstel- 
len an Ihren immobilisierten Erkennungselementen konkurrieren. Bei dieser Assaykonfigu- 
ration erhSIt man ein maximales Lumlneszmzslgnal, wenn die Probe keinen Analyten ent- 
halt MIt steigender Konzentration dernachzuwelsenden Substanz werden die zu beobach* 
tenden Lumtneszenzsignale niedriger. 

In einem kompetitiven Immunoassay braucht nicht unbedingt der Anfikorpefr sondem es 
kann auch das Antigen auf der OberflSche der Sensorplattform als Erkennungselement 
immobillsiert werden. Generell ist es beltebig» welcher der Partner in chemischen Oder bio- 
chemischen Affinitfitsassays Immobilislert wlrd. Dieses 1st ein prinzipieller Vorteil von auf 
Lumineszenz basierenden Assays gegeriOber Verfahren wie beispielsw^'se Oberfl&chen- 
plasmonenresonanz Oder Interferometrie, welche auf der Anderung adsorblerter Masse im 
evaneszenten Feld der wellenleitenden Schtcht beruheh. 

Weiterhin braucht im Falle kompetitiver Assays die Konkurrenz nIcht beschr§nkt zu sein auf 
Bindungsstelfen an der Ot}erflache der Sensorplattform. Beispielsweise kann auch eine be- 
kannte Menge eines Antigens an der Oberfl^che der Sensorplattform immobilisiert wenjen, 
Welches anschHessend mit der Probe in Kontakt gebracht wird, die eine unbekannte. nach- 
zuweisende Menge des glelchen Antigens als Analyten sowie tumlneszenzmarkierte Anti- 
korper enthalt. In d/esem Fall findet die Konkurrenz zwisdien an der Oberflache immobili- 
sierten und in L6sung t)efindlichen Antigenen um Bindung der Antikorper statt. 

Der einfachste Fail eines mehrstufigen Assays ist ein Sandwich-Immunoassay. bei dem ein 
primarer Antikorper auf der Oberflache der Sensorplattform Immobillsiert wird. Die Bindung 
des nachzuweisenden Antigens und des zur Ausfuhrung des Nachweises benutzten, lumi- 
neszenzmarlderten sekurKj§ren Antikdrpers an ein zweltes Epitop des Antigens kann so- 
wohl durch aufeinanderfolgende Kontaktienjng mit der das Antigen enthaltenden Ldsung 
und einer zweiten, den lumineszenzmarkierten Antikdrper enthaltenden Losung erfolgen, 
als auch nach vorherlger ZusammenfOhmng dieser beiden L6sungen, so dass absdiBessend 
der Teilkomplex, bestehend aus Antigen und lumineszenzmarkiertem Antikdrper, gebunden 
wird. 
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Affinitatsassays konnen auch weitere zus§tzliche Bindungsschritte enthalten. Beispfels- 
welse kann im Fatle van Sandwich-lmmunoassays in einem ersten Schritt Protein A au! der 
Oberflache derSensorplattform immobilisiert werden, wetehes spezifisch Immunoglobuline 
an ihrem sogenannten Fc-Teil bindet» welche dann als primSre Antikorper In einem nachfol- 
genden Sandwichassay dienen, der wie beschrieben ausgefuhrt werden kann. 

Es gibt eine Vielzahl weiterer Ausfuhrungsformen von Affinititsassays, beispietsweise unter 
Verwendung des bekannten Avidin- BiotirvAfflnltStssystems. 

Betspiele von Ausfuhrungsformen von Affinftasassays flnden sich bel J. H. Rittenburg, Fun- 
damentals of Immunoassay; in Development and Application of immunoassay for Food 
Analysis, J, H. Rittenburg (Ed), Bsevier. Essex 1990, oder in P. TIjssen, Practice and 
meory of Enzyme immunoassays. R. H. Burden, P. H. van i<n[ppenberg (Eds), Elsevier, 
Amsterdam 1985. 

Weiterfiin ist es mOglich, die Oberflache der Sensorptatlform sowohl nicht nur fDr den Einmal- 
gebrauch zu benutzen, sondern auch sie zu ragenerieren. Unter geelgneten Bedfngungen, bel- 
spielsweise niedrigem pH, erti5hterTemperatur, unter Anwendung organischer L&sungsmittel 
Oder bel EInsatz sogenannter chaotroper Reagenzien (Saize). k5nnen die Affinitatskom- 
piexe selektiv dissoaiert werden, ohne die Bindungsf3higkeit der immobilisierlen Erken- 
nungselemente wesentlich zu beeintrachtigen. Die genauea Bedingungen sind stark ab- 
hangig vom jeweiligen Affinitatssystem. 

Bne weitere weserifliche Anwendungsfomn des Verfahrens beruht zum elnen auf der Beschran- 
kung der Signalerzeugung - fan FaBe der RQckkopplung giit dies auch fDr die Detektton - auf das 
evaneszente Feld des WeDenleilers, zum anderen auf die ReverslbirrtSt der AfRnitatskomplexbii- 
dung als Gleichgewiditsprozess: Unter Anwendung geeigneter Russraten in einem Durchfluss- 
system kann die Bindung oder Desorption bzw. Dissozlatfon gebundener. lumineszenzmarkier- 
ter Aflinitatspartner im evaneszenten Feld in Echtzeit vertblgt wenjen. Daher eignet sich das 
Verfahren fOr kinefische Studien zur Bestimmur^ unterschiedlicher Assoziations- oder Disso- 
ziattonstonstanten oder auch fOr Verdrdngungsassays* 

Die Detektion der evaneszent angeregten Lumlneszenz kann mit bekannten Methoden er- 
folgen. Geeignet sind Photodioden, Photozellen, Photomultipiler, CCD-Kameras und Detek- 
tor-Arrays, wIe z. B. CCD-Zeilen. Die Lumlneszenz kann mit opta'schen Elementen wie Spie- 
geln, Prismen, Unsen, Fresnellinsen und Gradientenindexiinsen auf diese abgebiidet wer- 
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den. Zur Selektion der Emissionswellenlange konnen bekannte Elemente wie Filter. Pris- 
men, Monochromatoren, dichroitische Spiegel und Beugungsgitter verwendet werden. 

Ein Vorten des erfindung^ma&en Vertahrsns besteht auch darin, dass neben der Lumines- 
zanzdetektion auch die Absorpfion des eirkgestrahHen Anregungsllchtes besUmmt werden 
kann. Gegenuber multlmodalen Weilenleitem faseroptischer Oder planarer Bauart wird in 
(fiesem FaJ] ein wesenflich besseres Signal-Rausch-Verhftltnis erreicht Duroh das gleich- 
zeitige Messen von Lumlneszenz und Absorption lessen sich mit hoher Empfindtichkeit 
Lumineszenzldscheffekte feststelien. 

Das Verfahren kann in einer einfachen Ausfuhrung so durchgefuhrt werden, daG man das 
Anregungslicht im ""continuous wave' (cw) Betrleb einstrahit, des bedeutet, daQ mil zeitlich 
konstanler Uchtintenslt&t angeregt wird. 

Daruber hinaus kann mit einer Impulsanregung gearbeitet werden derart, daB man das An- 
regungslicht in Form eines zeltlichen Pulses mit einer Pulsdauer von zum Beispiel einer Ph 
kosekunde bis zu 100 Sekunden einstralilt und die Lumlneszenz zeitlich aufgel6st - im Faile 
kurzer Pulsdauem - Oder In Intervallen von Sekunden bis zu Minuten detektiert Diese Me- 
thode ist besonders dann vorteilhaft, wenn man zum Beispiel die Geschwindigkeit einer 
Bindungsbildung analytisch verfolgen Oder eine Lumineszenzsignalabnahme infolge photo- 
chemischen Ausblelchens verhindem will mittels kurzer Belichtungszeiten. Weiterhin ist bei 
Verwendung entsprechend kurzer Pufsdauer und geefgneter Zeitauflosung der Oetektion 
die Unterscheidung von StreuHcht Ramanemission und kurzlebiger Lumlneszenz mogli- 
chenweise vorhandener, unerwOnschter lumlneszierender Bestandteiie der Probe und des 
Sensormaterials gegenuber einer in diesem Fall mSglichst langlebigen Lumlneszenz des 
MarkieaingsmoIekQIs mdglich, indem die Emission des Anaiyten erst nach Abklingen dieser 
kurzleblgen Strahlung detektiert wird. DarQber hinaus eriaubt zeitaufgeldste Lumineszenz- 
detektion nach gepulster Anregung, ebenso wie modulierte Anregung und Detektion» die 
Untersuchung des Einflusses der Bindung des Anaiyten auf das molekulare Lumineszenz- 
abkiingverhalten. Die molekulare Lumineszenzabkiingzett kann. neben der spezifischen 
Analyterkennung durch die Immobilisrertm Erkennungselemente und der raumlichen Be- 
schrdnkung der Signalerzeugung auf das evaneszente Feid des Wellenleiters, als ein wei- 
teres Seleklivitatskriterlum benutzt werden. 
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Das Verfahren kann auch so durchgefuhrt werrfen, da6 man, bei einer oder mehreren Fre- 
quenzen, das Anregungslicht intensitatsmoduliert elnstrahlt und die resultierende Phasen- 
verschlebung und Modulation der Probenlumineszenz detektiert. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erflndung ist die Verwendung des erflndungs- 
gemgssen Verfahrens zur quantltativen Bestimmung von Analyten in chemlschen Oder bio- 
chemischen Affinltdtsassays mit bekannten AffinitStspartnem und Assayarchitekturen, mit- 
tels Oetektion der Emission von lumineszenzfahig markierten Bindungspartnem Oder mittels 
Oetektion von And^ngen der Lumineszenzetgenschaften immoblllsferter, lumineszenz- 
marMerter Affinltatspartner durch Wechselwirkung mit dem Analyten. 

Da Signalerzeugung und -detektion auf die chemische oder biochemische Erkennungs- 
oberfl&che auf dem Wellenlelter beschr^kt sind und Stdrsignale aus dem Medium diskri- 
miniert werden, kann die Bindung von Substanzen an cfie Immobilisierten Erkennungsele- 
mente in Echtzeit verfolgt werden. Die Venvendung des erfindungsgemassen Verfahrens 
zum Affinlt&tsscreening oder fur VerdrSngungsassays^ insbesondere fur die pharmazeutt- 
sche Produktentwicklung, mittels direkter Bestimmung von Assozlatlons- und Dissoziations- 
raten In einem Durc^flussystem mit geeigneten Flussraten. ist daher ebenfalls mdglich. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Venvendung des Verfahrens zur quantltativen 
Bestimmung von Antikorpem oder Antigenen. 

Die Venvendung des erfindungsgemassen Verfahrens zur quantltativen Bestimmung von 
Rezeptoren oder Liganden, Ollgonukleoliden, DNA- oder RNA-Strangen, DNA- oder RNA- 
Analoga. Enzymen, Enzymsubstraten, Enzymcofaktoren oder Inhlbitoren, Lektinen und 
Kohlehydraten ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch die VePArendung des erfindungsgemassen 
Verfahrens zur selektlven quantltativen Bestimmung lumineszierender Bestandteile In op- 
tisch truben Plussigkeiten. 

Optlsch trObe FIQsslgkeiten kdnnen zum Beisp'el blologische Plussigkeiten wie Eigelb oder 
iCBrperftDssigkeNan wie Glut, Serum Oder Plasma sein. aber auch Proben aus der 
Umweltanalytik wie belspielsweise Oberft&chenwasser, geldste Erdextrakte oder geldste 
Pflanzenextrakte. In Frage kommen auch Reaktionsldsungen, we sie belspielsweise bei der 
chemischen Produktion anfallen, insbesondere Farbstoffldsungen oder Reaktionsldsungen 
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von fluoieszierdnden Aulheltem. rn Fiage kommen audi afle Arten von Dispersionen und Zube- 
reltungen. wie s(e am Befspid in der TexfDindustrie eingesetzt werden, sofem diese eine Oder 
mehrere lumlneszierende Kbmponenten enthalten. Das Verfahien kann somit femer zur Qua- 
fltatssichemng venvendet warden. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines AusfOhaingsbeispiels naher erl&utert. 
Die Konzentratlonsangabe M bedeutet mol pro Liter 

Ausfuhrunasbeispiei: 

Optisches System 

Als Uchtquelle wird eine l^erdode be! X s 670 nm (OzOptlcs) veoArendet, mit IHIIfe eines 
Abbildungssystems erfofgt die EinsteHung auf efnen Strahlfleck mit Durchmesserin der 
Sensorebene von 0,4 mm senkrecht zu den Union des l^ppelgitters und 2,5 mm parallel zu 
den Gitterllnlen. 

Die EInstellung der EInkoppelwinkel und die Positionierung des Strahlflecks bzgl. der Gitter- 
kante wird fiber mechanlsche Verstelielnheiten durcbgefuhrt. 

. Die Laserleistung auf dem Sensorchip kann im Bereich P = 0 ... 3 mW gewahll werden, fOr 
die nachfoigend beschrlebenen Experimente zur Charakterisienjng der Gitter wurde P = 1.2 
mW venwendet, fur die Fluoreszenzmessungen P = 0,2 mW. Durch drehbare potarisierende 
Elemente kann wsdilweise linear polarisiertes Ucht mrt TE- oder TM-Oilentierung eingekop- 
pett werden. 

1^ Auf der Oberseite der Sensorplattform ist eine DurchfluBzelle angeordnet, die mit 0-Ringen 
gegen den Sensor abgedichtet ist Das Pnobenvolumen dieser Zelle betrdqt ca. 8 ijI- MM 
Kilfe von Spritzenpumpen und Umschaltventifen kSnnen versciiiedene Ixsungen in die 
Zetle eingebracht werden. 

Die Anregung und Detektion erfolgen wie in Fig. 1 schematlsch dargestetit von der Untersel- 
te der S^sorpiattform. 

Fur die Detektion stehen 3 MeBkanille zur Verfugung, fur das am Auskoppelgitter ausge- 
koppefte Fluoreszenz- und Anregungsilcht (in Richtung von k'a^und kausgem. Fig.1), sowie 
Dber einen Strahlteilw fQr das einfedlende Anregungslteht (In Fig. 1 nicht gezeigt). 
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AIs Detektor fur die Ruoreszenzslrahlung wird efn Multiplier im Single-PhotorvCounting Mo- 
de {Hamamatsu R 4632 SEL) mit einer Impubformungselektronik (Hamamatsu C3 866) 
verwendet Dessen TTL-Ausgangssignal wird mit efnem konventionellen Impufszahler 
(Hewlett-Packard 53131 A) gezahit Ober eine Fokusslerungsopttk kann die Fluoreszenz- 
strahlung fur die Winkelbereiche auf den Detektor fokusslert werden. Zur Streuiichtun- 
terdrOckung sind vor dam Detektor Interferenzfilter (BandpaB bei ^ = 725 nm mit Halb- 
wertsbreite 25 nm, Omega) angeordnet. 

AIs Referenzdetektoren fur einfallende und ausgekoppelle Anregungsstrahlung kommen Si- 
Dloden (UDT PIN 10 0} mit einem nachgeschalteten MeBverstarkerftJDU 101 C) zum Eirv 
satz. 

ADe 3 MeBkanaie konnen wahrend der Durchfuhrung des urtten beschriebenen Essays mit 
eInem konventionellen Datenerfassungssystem simultan ausgewertet werden. 

Sensomlattform 

AIs Substrat wW Polycarbonat verwendet das mit zwei Glttem fDr Bn- ur»d Auskopp- 

lung in tolgender Art mikrostrukturiert ist: 

Einkoppelgitter mil Periode Ai = (299-5 ± OJ nm). Tiefe ti = 6.9 nm tHS 12,3 nm, Auskop- 
pelgltter mil Periode Aa = (489.S ± 0.6 nm), Tlafe » 82 nm bis 12,8 nm. becde GMer mtt nS- 
herungsweise sin*-f6rmjgem Profil. 

Die Anordnung der Gitter auf dem Sensor erfolgt analog zu Rg. 2. mit folgenden geometri- 
schen GroBen: Gitterabstand A = 4mm, Gitterbreite (senkrecht zu Linien) Bi = B2 = 2 mm, 
Gitteitidhe (parallel zu Urtien) 4 mm, bei Abmessungen der Sensorpfattform von 
12 X 20 mml 

Auf dlesem Substrat ist zur Unterdruckung der Polycarbonat-Eigenfluoreszenz eine 
SiOa-Zwischenschiclit mit einer Brechzalil n = 1 .46 und einer Dicke von tbuHer = (1 00 ± 10) 
nm aufgebracht, nachfolgend die hochbrecfiende wellenleitende Schicht aus TIO2 mit der 
Brechzaht nm= 2.35 bei X = 670 nm und der Schlchtdicke \mn- (170 + 5) nm. 
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Dutch das Anregungsllcht konnen fOrdiese Gitter-Wellenlelter-Kombination die Moden mit 
Ordnung m = 0 Im Wellenleiter angeregt werden: fQrTEo erfolgt die Einkopplung unter el- 
nem Wlnkel von e = (-10 ' ± 1.6)», altemativ fOr TMo unter dem WInkel e = (-22.7 ± 3.7)*. 

Die Fluoreszenzstrahlung wird mIt TE-Polarisation in einem WInkelbereich von e = 31* ... 
40» ausgekoppelt, das Anregungslichl bei Winkein e > 42*. Diesem WInkelbereich der Fluo- 
reszenzstrahlung entspricht efn Spektralbereteh von X ca. 685 nm ... 715 nm. FurTIW- 
Polarlsatlon llegen die Auskoppelwinkel bel e = 17° ... 25" fQr die Ruoreszenz und e > 27" 
fOr die Anregungsstrahlung. FQrTE-Polarlsation werden fOr dne einfallende Laserleistung 
von P = 1.2 mW nach dem Auskoppelgitter P = 30 ... 50 pW Uchtlelstung nachgewiesen. 
D{ >^ekMQn von Cv 5.5™ - maricierlem immunoolobutln 

Markienjng von Immunoglobulin mftCyS.S™ -Farbstoff: 

Kaninchen-Immunoglobulin (rabbit-lgG. Sigma Chemicals) wurde In ahnHcher Weise. wie 
vom FarbstoffhersteUerbeschrieben, mIt bifunktioneltem Cyaranfarbstoff FluoroUnk^'Cy 
5.5"* (Biological Detection Systems, Pittsburgh, PA 15238, USA) markiert: 

1. I^ung von 2.5 mg rabbit-lgG in 1 ml Natriumcarbonatpuffer (0.1 M, pH 9.3) 

2. Zugabe dieser L6sung zu 1 ml Farbstotf, Inkubation fOr 45 min. alle 10 min Schultein der 
Losung. 

3. Trennung von proleingebundenem und ungebundenem Farbstoff uber eine SephadexR' 
G25-Saule (Pharmacia LKB, Biotechnology AB, Uppsala. Schweden). welche zuvor mil 
50 ml Phosphatpfuffer bei pH 7 equilibriert wurde: 

- Verwerfen des 1. ml 

- Auffangen mehrerer Fraktionen 

4. Bestimmung des Farbstoff/Protein-Verhaitnisses aus den optlschen Dichten bei 678 nm 
(Absorptionsbande des Farbstoffs) und bei 280 nm (Protein-Absorptionsbande). Hieraus 
wurde ein Verhaitnis von 1 Farbstoff- zu 2 ProleinmolekQIen bestlmmt. 



V^nwend^te LSsuno: 



1) Pufferlosung. bestehend aus ^ Phosphatpuffer (0.041 M Naa HPO4 + 0.028 M 
KH2PO4). 0,151 M NaCI, 200 mg/l Natriumazid, 50 ml Methanol, aufgefullt auf 1 1 mit 
destilliertem Wassen 

2) Ldsung zur Immbobilisierung von Protein A (Sigma Chemicals): 1 mg Protein A in 1 ml 
destlfliertem Wasser, 

3} Absdttigungsldsung: PuFferldsung 1) + 10 mg^ml RIndersenimalbumin (BSA, Sigma 
Chemicals); 

4) Spulldsung, wird auch venrandet zur Bestimmung des Signaluntergrunds^ufferldsung 
1) + 1 mg/mlBSA; 

5) PiobenlSsungen Cy 5.5™ - irarklertes Imnftunoglobulin in verscMedenen Kon^ntrationen 
10"* M; 10* M; 3*10'^'* M. U^0'^^ M in PufferlSsung 1) mit 1 mg^ml BSA; 

6) Regenerlerungstdsung: Glycinputfer, pH 2.5; 

Aufbrlnoen der blochemischen Erkennunasschlcht aus Protein A 

Die optische Sensorptattform wlrd 10 Stunden (ang mit der Losung 2) zur Immobilisierung von 
Protein A inkubiert Um eventuell noch freie Adsorptionsstellen abzus§ttigen, wird die Sen- 
sorplattform nach Waschen mit destiHiertem Wasser nochmals erne Stunde In der Absatti- 
gungsloung mit 10 mg/ml BSA inkubiert. 

MeQverfahren/VersuchdurchfuhrunQ: 

W&hrend des gesamten Verfahrens wird ein Fiu6 von 0,25 mi/min Qber die aktive Sensor- 
fiache gefuhrt. 

Das Verfahren besteht aus folg^den EInzelschrltten: 

- 4 Minuten Waschen mit Spulldsung 4), Aufnahme des Untergrund-Signais. 

- 4 Minuten Zufuhr der Probenlosung 5) 



- 4 MInuten Waschen mit SpOildsung 4) 



- 4 MInuten Zufuhr der Regenerieoingsldsung 6) 

- 4 Minuten Waschen mlt SpOildsung 4). 

Das Qber das 2. Gitterausgekoppelte Fluoreszenzsignal vArd wdhrend des gesamten Ver- 
fahrens gemessen. Bel den verschiedener Konzentrationen ergeben sich fotgende Si* 
gnatinderungen am Ende der Probenzufuhr, vergfichen mit dem anfSnglichen Background* 
Signal (Signal-Rauschverhaitnis zwischen 50 uhd 100 Impulsen pro Sekunde (cps)): 
[Cy5*5-tgG] Fluoreszenzsignal [cps] 

lO'^M 7.000 

lO'^M 850 

S-IO'^^'M 300 

Die Nachweisgrenze fur die Oetektion per Gitterauskopplung der Ruoreszenz tiegt deutlich 
unter 3»10*^^ iVI. entsprechend einer Analytmenge von 3«10''^ mol Cy5.5- markiertem IgG. 
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Patentansprttche 

1. Verfahren zur Bestimmung einer Lumineszenz mit einer planaren, dielektrischen opti- 
schen Sensorplattfonn. die aus einem fransparanten Substrat (a) besteM. auf das dne 
dOnne, transparenta weilenleitende Schicht (b) aufgebracht ist wobei die Sensorplatt- 
form mit einem Koppeigitter zur Einicoppfung des Anregungslichts varsehen ist und die 
Brechzahl des Substrats (a) Meiner ist als die Brechzahl der well^fd^nden 

Schicht (b), bei dem efne flQsslge Probe als Superstrat mit der Schicht (b) In Kontakt ge- 
bracht wird, und die von lumineszenzfahigen Stoffen In der Probe Oder von auf der Schicht 
(b) immobliisierten lumineszenzfahigen Stoffen erzeugte Lumineszenz optoelelctronisch 
gemessen v\rird, wobel man die Anregungsstrahlung mit dem Koppeigitter In den Wellenlei- 
ter einkoppeit und die weflenleitende Schicht (b) durchlaufen laBt, wodurch die lumines- 
zenzfahigen Stoffe im evaneszenten Feld der w^lenleitenden Schicht . 
zur Lumineszenz angeregt werden.. 

wobei eine weilenleitende Schicht venvendet wind, deren Diclce kteiner ist. ais die Wellen- 
lange X der Anregungsstrahlung und <fie aus einem Material besteht, dessen Brechzahl * 
bei der Wellenlange des Anregungslichts ^1,8 ist^ 

und daB man diese In die weilenleitende Schicht (b) zurucl<gekoppeIte Lumineszenzstrah- 
lung mit einem von dem ersten Koppeigitter raumlich gelrennten zweiten Koppeigitter aus 
der wellenleitenden Schicht wiederauskoppelt und nachwelst. dadurch gekennzeidinet 
daft die Moduiatkinetiefe der Gltferschlcht 3 bis 60 nm betrdgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine weilenleitende Schicht vemvendet. deren Dicke kleiner ais X/2 ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Dicke der wellenl^tenden Schicht von 40 bis 160 nm betragt. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 
dadurch gekennzetehnet 
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daB die Anregungsstrahlung unter einem anderen Winkel ausgekoppelt wird ais die Lumi- 
neszenzstrahiung. 

5. Verfiahren nach wenrgstens einem der AnsprQche 1 bis 4, 
dadurdi gekennzeichnet, 

dafi die AnrBgungsstrahiung in RQckwartsriditung bi den Weiienleffer eingelcoppeK wird und 
sowohl das durch den Wellenleiter transmittierte Anregungsiicht ais auc^ das im Weiienleiter 
tiansportierte LumineszenzUcht in Vonwartsdchtung ausgekoppeft wird. 

6. Verfahren nach wenigstens einem der AnsprQche 1 bis 5, 

dadurph gefewnzeichnet, daK die Aniegungsstrahlung unter einem Winkel im Berelch 
zwischen = 1 und -SO*" in den Wellenleiter eingekoppeft wird. 

7. Verfahren nach wenigstens ein^ der AnsprQche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet. 

daB die In den Wellenleiter zurQckgekoppelte Ijjmineszenzstrahiung unter einem Winkel 
zwischen « 1 und 50*" ausgekoppelt wird. 

8. V^hren nach wenigstens einem der AnsprQche 1 bis 7, 
dadurch gekenn»ichnet, 

da& die loimineszenz des Substrats unterdrQckt wird. 

9. Verfahren rach werdgstens einem der AnsprQche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Lumineszenzanregung im wesentllchen paralleles Ucht venA^endet. 

10. Verfahren nach wenigstens einem der AnsprQche 1 bis 9 r 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die zum Nachweis des Analyten benulzten lumineszenzfahigen Stoffe direkt an 
der Oberflache der wellenleitenden Schicht immobilisiert. 

1 1 . Verfahren nach wenigstens einem der Anspruche 1 bis 1Q, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB-man auf der OberfJdche der S^sorplattform einen speafischen Bindungspartner ais 
chemisches Oder biochemisches Erkennungseiement fQr den Analyten sell}st Oder fOr einen 
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der Bindungsparlner in einem mehrstufigen Assay, in dessen Verlauf der Analyt In einem 
tier welteren Teilschritte gebunden wird, immobillsieft. 

12. Verfahren nach wenlgstens einem der Anspruche 1 bis 11 ^ 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man gleichzeitig die Absorption des eingestrahlten Anregungslichtes bestimmt. 

13. Verfahren noxi) wenlgstens einem der AnsprOche 1 bis 12, 
dadurch gelcennzeichnet, 

daft man das Anregungsllcht im "continuous wave*" (cw) Betrieb in den Weflenleiter einstrahft. 

14. Verfahren nach wenlgstens einem der An^rOche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dal3 man das Anregungsllcht in Fomn eines zeltlichen Puis einstrahit und die Lumineszenz 
zeltllch aufgeiost detektiert. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichneti 

daB man die Pulsdauer von einer Pikosekunde bis zu 100 Sekunden einstellt 

16. Verfahren nach wenlgstens einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

da8 man, bei einer Oder mehreren Frequenzen, das Anregungsllcht intensitatsmodullert 
einstrahit und die resultierende Phasenverschiebung und Modulation der Probenlumines* 
zenz detektiert. 

"•^r Verfahren nach wenigstens einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die zu untersuchende Probe Eigelb, Blut. Serum, Plasma Oder Urin ist 

18. Verfahren nach wenigstens einem der AnsprQche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet 

daH die zu untersuchende Probe ein Oberfiachenwasser, ein Boden- oder PRanzenextrakt, 
eine Bioprcsess- oder SynthesebrOhe ist 



19. Venvendung des Verfahiens nach wenigstens einem der AnsprQche 1 bis 18, 
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zurquantltdtiven Bestimmung von biochemischen Stoffen in der AffrnitStssensorik. 

20. Verwendung des Verfahrens nach wenigstens einem der Anspruche 1 bis 18, 
zur quantltativen Bestimmung von ^tikOrpem oder Antigenen. 

21 . Venflrendung des Verfahrens nach wenfgstens eInem der Anspruche 1 bis 18 , 

zur quantltativen Bestimmung von Rezeptoren Oder Uganden. Oligonukleotiden, DNA- Oder 
RNA-SlrSngen, DNA- Oder RNA-^aloga, Enzymen, Enzymsubstraten, Enzymoofaktoren 
Oder Inhibitoren, Lektinen und Kohlehydraten. 

22. Verwendung des Verfahrens nach wenigstens einem der Anspruche 1 bis 18 * 

zur selektiven quantitativen Bestimmung lumineszierender Bestandteile in optisch truben 
Russigkeiten. 

23. OpQschd Sensorpiattform (1 ) zur Bestimmung des Lurrineszenzstrahlung nach einem 
Verfahren nach wenigstens einem der AnsprOche 1 bis 22, umfiassend ein im wesentltehen 
planares opfisch transparentes Substnat (5). auf das eine dOnne welienlertende Schicht (4) 
auiigebracht ist, wober die Sensorplatlfonn (1) mft efnem Koppeigitter (2) zur Efaikopplung der 
AnregungsstraNung versehen ist und die Brechzahi des Substrats kielner ist ais die Brechzahl 
der welienieitenden Schicht (4), wob^ 

die Dicke der welienieitenden Schicht (4) kleiner ist ais die Welleniange X der anrsgenden 
Strahlung, und 

die wellenleltende Schicht (4) aus einem Material besteht, dessen Brechzahl bet der 
Weileniange des Anregungslic^ts > 1,8 ist 

und die Sensorplattfonn (1) zur Auskopplung der in die wellenleltende Schicht nQckge- 
koppeRen Lumheszenzstrahlung ein von dem ersten Koppeigitter (2) riumlich getrenntes 
zwettes Koppeigitter (3) aufwerst, dadunch gekennzekdineti daft die Modulattonstiefie des 
Gitters 3 bis 60 nm betragt. 

24. Sensorplatlform nach Anspruch 23. 
dadurch gekennzeichnet, 

dad die Drcke der welienieitenden Schicht (4) kleiner ais \I2 ist. 

25^ Sensorplattfonm nach Anspruch23^ 
dadurch gekennzeichnet^ 

dass die Dicke der welienieitenden Schicht (4) 40 bis 160 nm betragt. 
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26.Sensorplattform nach wenigstens einem der AnsprQche23 Us 25, 
dadurch gekennzeichnet 

daS die Gitterkonstante des ersten Koppelgitters (2) zur Einkopplung der Anregungsstralv 
lung verschieden ist von der Gitterkonstante des zweiten Koppefgitters (3) fOr die Auskopp- 
lung der Lumineszenzstrahlung. 

27^ Sensorplattform nach wenigstens einem der Anspruche22L bis 26, 
dadurch gekennzeichnet. 

daB der Gitterabstand B ^ 3 • XtA ist, wobe! Xv^ die Uinge bezeichnet, Innerhalb derer die 
Intensitat lo der auftreffenden Strahlung auf \Je abgefatlen ist. 

28. Sensorplattform nach Anspruch26^ 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der Gitterabstand B 2 0»2 • Xve ist. 

29. Sensorplattform nach wenigstens einem* der AnsprOche23 bis 28, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB zwischen TrSgermaterial (5) und wellenieitender Schlcht (4) eine niedrigbrechende 
Zwischenschicht zur Unterdruckung der Lumineszenz des Substiats angeordnet IsL 

30. Sensorplattform nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die niedrigbrechende Zwischenschicht Im wesentllchen aus Si02 Oder SiOxCyHz be- 
steht. 

31^* Sensorplattform nach Anspruch 29 oder 30, 

dadurch gekennzelchnet* 

daB die Dtcke der Zwischenschicht ^ 1 000 nm ist. 

32. Sensorplattform nach wenigstens einem der Anspr0che23 bis 31 , 
dadurch gekennzelchnet. 



daa eln organisches, mikrostrukturiertes Sutetrat verwendet wjrd. 

33. Sensorplattfbrm nach wenigstans einem der AnsprOche 23 bis 32, 
dadurch gekennzaichnet, 

daa ein anorganischas Subsfrat mit einer mlkrostruMurierten organlschen Beschichbmg 
verwrndat wird. 

34. Sensojplattform nach wenigstans einsm der AnsprOche 23 bis 33, 

daS die planare, transparente^ wellehleitende Schteht (4) aus TaaOsOder TiOs bestehL 

3^. Sensorpiattform nach wenlgstens einem der Anspruche 2Z bis 34 « 
dadurch gekemzeichnet, 

da3 sich zwischen weilenleitender Schicht (4) und Probe eine Haftvermitllungsschicht be- 
findet. 

36, Sensorpiattform nach Anspajch3S; 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Dicke der Haftvermitllungsschicht ^ 50 nm ist. 
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